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1. 動物モデル:海馬の CA1領域に再現性よく選択的神経細胞死を作成できるラット 4 血管一過性閉塞モデルを用
いた。雄性 Wistar ラットをベントパルビタール麻酔下に両側椎骨動脈を永久閉塞し，その翌日に両側総頚動脈を一
過性にクリ y ピング後再濯流させた。虚血中及び虚血後 1 時間は直腸温を370C に頭蓋骨表面温を360Cに保った。虚血
時間は以下の各実験毎に設定した。
2. Differential Display と遺伝子クローニング:虚血 (4 ， 10分) 24時間後の動物及び正常動物の海馬由来 cDNA
に対し Differential Display を行い，虚血/再濯流により誘導される候補遺伝子断片を得た。これをプロープとして
ラット正常海馬由来の cDNA library をスクリーニングした結果全長4521bp の cDNA が単離された。この遺伝子は
HSP110/105, OSP94/ APG-1 という HSPll0 ファミリーのメンバーと高いホモロジーを有していることより，
HSPll0 ファミリーに属する遺伝子であると考えられた。この遺伝子がコードする蛋白の分子量は94052Da と予測さ
れたためこの遺伝子を ischemia-responsive protein 94 kDa (irp94) と命名した。 irp94がコードする蛋白質はヒト
HSP70RY およびマウス APG- 2 と 90%以上の相向性を示すことから irp94はこれらの遺伝子のラットホモログであ
る司能性が考えられた。 Northern blot により正常状態における irp94の発現は多くの臓器に広く分布していたが，
特に脳と精巣における発現が大であることが示された。また約 5 kbp と約 3 kbp の 2 種類の転写産物が見い出された
-441-
が，脳においては 5 kbp の，精巣においては 3 kbp の mRNA が多く発現していた。 5 kbp type の 3 I 非翻訳領域に
は 2 カ所の mRNA 不安定化モチーフがあり， 2 種類の転写産物の寿命は異なることが予想された。
3. 虚血脳における発現: N orthern blot による検討では正常海馬においても irp94はある程度の発現を認めた。虚
血後の海馬における発現は10分以上の強い虚血負荷で増強され，虚血負荷が強し 1程その誘導量は多かった。時間経過
では虚血後 4 時間から 24時間でその発現増強が明らかであったo 次にジゴキシゲニンラベルの cDNA を用いた ln
situ hybridization による検討を行った。虚血負荷後の海馬において irp94は主として錐体細胞層及び頼粒細胞層の
神経細胞に分布していた。この分布パターン自体は正常海馬と比較して変化はなかった。
4. 高体温負荷への反応:虚血以外のストレスに対する irp94の発現様式の変化を見るためにラットに 42 0C 15分の高
体温を負荷したo ラットをペントパルビタール麻酔下にヒートランプを用いて直腸温，頭蓋骨表面温を420C まで上昇
させ， 15分維持した後体温を下げ， 370Cを一時間維持した。この場合既に高体温時の誘導が報告されている hsp70は
負荷後 1 時間で強く誘導されていたが， irp94は明らかな誘導を認めなかった。
【総括】
1 )虚血ストレスによりその発現が増強される新規遺伝子である irp94をクローニングした。 irp94のコードする蛋白
IRP94はその予想される一次構造から HSPll0ファミリーに属するものと考えられた。
2) irp94は海馬 CA1領域に神経細胞死を起こさせる強さ(10分以上)の虚血負荷によりその発現が明らかに増強さ








本研究において虚血/再濯流ストレスに反応しうる遺伝子検索の結果，単離された遺伝子 irp94は HSPll0 family に
属するストレス蛋白をコードしており，その遺伝子産物 IRP94は他のストレス蛋白と同様シャペロンとしての機能が
予想される。一過性前脳虚血後海馬における irp94は 10分以上の強L、虚血負荷で，また虚血後 4 時間から 24時間でそ
の誘導が明らかであった。さらに正常時および虚血時の海馬において irp94を発現している細胞は主として神経細胞
であることを in si tu hy bridiza tion を用いて明らかにしている。また，これまで本脳虚血モデルにおいてよく研究さ
れている hsp70と異なり，虚血以外の代表的生体ストレスである高体温ストレスでは irp94は誘導されず， irp94の転
写調節機構は hsp70と異なることを示唆しているo
以上，本研究は神経細胞の虚血ストレス応答に関わる新規遺伝子を単離・同定し，虚血性神経細胞障害の分子機構
の究明を進める新たな手がかりを得たという点で重要であり，学位の授与に値すると考えられる。
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